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論文内容の要旨
植物の成長には､大きく分けて栄養成長過程と生殖成長過程の2つが存在する｡栄養成
長過程は､植物の生育に必要な葉や茎､根などの栄養器官が発生､分化する過程であり､
生殖成長過程は花やそれを形成する雌蕊や雄蕊等の生殖器官などにおいて配偶子形成を行
い､子孫を残すための過程である｡生殖成長過程では雌雄の配偶子がそれぞれ組換えを経
た減数分裂を行うことで次世代の遺伝的多様性を高めることができる｡植物は動物と異な
り生育過程での移動が不可能であるため､多様性を高めながら周囲の環境の変化に適応す
ることは進化上の戦略として重要である｡一方で､生殖成長過程は栄養成長過程に比べて
様々な環境ストレスに対して感受性が高いことが広く知られている｡特に雄性配偶子であ
る花粉の形成過程は雌性配偶子形成の過程よりも環境ストレスに感受性が高く､その結果
雄性不稔を生じやすい｡しかし､花粉形成過程における分子メカニズムや､不稔となる分
子メカニズムに関してはほとんど明らかとなっていない｡そこで､私はオオムギを用いて
花粉形成過程における高温障害の分子メカニズムの解明を目的として実験を行った｡オオ
ムギはイネ等に比べて幼穂内での各穎花間の同調性が高いため､花序でのストレス応答の
時期特異性を調べるのに有用である｡オオムギの花粉形成過程は幼穂長が2mmとなる第
五葉出現から幼穂長が10mmとなるまでの5日間の昼温30℃､夜温25という高温ストレ
スによって異常を生じ､不稔となる｡しかし､この高温ストレスは花粉形成以外の栄養成
長や胚珠の形成には影響を与えない｡
Fig. 1にオオムギの高
温障害時の薪の経時的な
影響を示した｡正常な生育
においては､ 5mm長の幼
穂では二次側膜細胞が外
側の中間層と内側の夕べ- Fig. 1薪の発生過程における経時的な高温による影響
ト細胞とに分化し始めてお　左から幼穂長が5,10,15,20mmのときの薪､上段が対照区､下段が高温処理区
り､4層の細胞層からなる薪壁ができかけていた｡幼穂が10mm長となると外側から表皮､
内皮､中間層､夕べ-ト細胞の薪壁の4層構造と中心の花粉母細胞の分化が観察された｡
幼穂が15mm長となると花粉母細胞において､減数分裂前期を示す､相同染色体の対合が
観察された. 20mm長の幼穂では中間層と夕べ-ト細胞が崩壊し始めていた｡一方で､高
-　91 -
温条件で生育させたオオムギでは､5mm長の幼穂では対照区との違いは観察されなかった｡
10mm長の幼穂では4層の薪壁はできていたが､対照区に比べて､細胞分裂が抑制されて
いた｡また､核では本来は15mm長の幼穂で観察される花粉母細胞の減数分裂が観察され
た｡幼穂が15mm長となると夕べ-ト細胞の早期崩壊が観察された｡以上のようにオオム
ギの花粉形成過程における高温障害では､薪壁細胞の分裂の停止や崩壊､花粉母細胞の減
数分裂などの様々な減少が前倒しされて起こっていることが明らかとなった｡
オオムギはESTライブラリを主とするゲノムプロジェクトが進行中であり､データベー
スが利用可能である｡近年になってこのデータベースをもとにしたDNAマイクロアレイ市
販されており､遺伝子の網羅的な発現解析が可能となった｡そこで､適温で生育したオオ
ムギと高温処理を行ったオオムギとの間でのマイクロアレイを用いた発現解析を行った｡
高温処理によるヒートショック遺伝子は生殖細胞を含む幼穂よりも栄養成長である芽生え
のほうが高温による発現の増加が顕著であった｡また､ wound-inducedprotein遺伝子､
germin-like protein遺伝子などのその他のストレス応答遺伝子の発現も同様に幼穂に比べ
て芽生えで高温による発現の増加が顕著であった｡これらのことから､環境ストレスに対
して生殖成長過程で大きく応答しているわけではないことが明らかとなった｡薪壁で細胞
分裂の抑制が見られたので､ DNA複製関連遺伝子の発現をみると､ HistoneやDNA
replication licensing factor MCM5, MCM7などは幼穂で高温による特異的な発現の低下が
見られた.一方でこれらの遺伝子は芽生えでは高温によって発現が増加していた｡
植物ホルモン関連の遺伝子の多くも芽生えで顕著に発現の変動が見られた｡しかし､オ
ーキシン関連の遺伝子は芽生えと幼穂で発現の変動を特異としていた｡ Auxin-repressed
protein遺伝子は幼穂で高温によって発現が早期から増加していた｡このことから幼穂で特
異的な内生オーキシンの減少が生じている可能性が考えられた｡そこで､当研究室の三浦
は抗IAA抗体による内生オーキシンの検出を行い､5mm長となる幼穂での薪における特異
的な内生オーキシンの減少を明らかとした｡また､外部からのオーキシンの付与によって
高温障害が回避された｡これらのことからオオムギの花粉形成過程における高温障害の原
因は薪における内生オーキシンの減少にあることが示唆された｡高温による内生オーキシ
ンの減少の原因としては､薪-のオーキシンの輸送の阻害と薪でのオーキシン生合成能の
低下の2つがかんがえられた｡そこで､オーキシン生合成の上流であるYUCCA遺伝子の
発現-の高温による影響を調べた｡すると､オオムギのYUCCA遺伝子のうちの2つが高
温によって発現が低下していることが明らかとなった(Fig.2)｡これらのことから､高温に
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よる薪での内生オーキシンの減少はオーキシン生合成遺伝子YUCCAの発現が減少したた
めであることが示唆された｡
また､外部からオーキシ
ンを付与したオオムギでは
幼穂で早期から見られる
MCM5遺伝子の高温によ
る発現の低下が抑制されて
いた｡
薪の細胞は詳細なプロ
グラムによって制御され､
胞原細胞から薪壁の4層構
A　4･8　Z o Mo　6
U o o e.　o　　〇　　o o
造と花粉母細胞-発生､分化し､花粉母細胞での減数分裂に至る｡さらに､薪壁の4層の
細胞は花粉の成熟と薪の裂閲に伴って次第に崩壊する｡この過程にはプログラム細胞死が
関わっていると考えられている｡高温条件下のオオムギでもプログラム細胞死でみられる
ようなミトコンドリアの空胞化や染色体DNAの断片化などが観察された｡これらの結果は
高温によって薪壁でのプログラム細胞死が早期に引き起こされていることを示唆している｡
近年にはオーキシンが植物の細胞死に関わっているという報告もなされている｡
以上のことから､オオムギにおける高温障害は減数分裂や薪壁細胞の崩壊などの花粉形
成に重要な発生プログラムが高温により様々な遺伝子の発現の変化を伴って早期に実行さ
れ､薪壁細胞での早期の細胞分裂の停止と早期崩壊､花粉母細胞の減数分裂-の未成熟な
段階での移行に起因しており､オーキシンの生合成の低下がこれらの引き金となっている
と考えられる｡
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論文審査結果の要旨
植物の成長には､大きく分けて栄養成長過程と生殖成長過程の2つが存在する｡栄養成長過程は､
植物の生育に必要な葉や茎､根などの栄養器官が発生､分化する過程であり､生殖成長過程は花やそれ
を形成する雌蕊や雄蕊等の生殖器官などにおいて配偶子形成を行い､子孫を残すための過程である｡植
物は動物と異なり成長過程での移動が不可能であるため､周囲の環境の変化に適応することは重要であ
る｡一方で､生殖成長過程は栄養成長過程に比べて様々な環境ストレスに対して感受性が高いことが広
く知られている｡特に雄性配偶子である花粉の形成過程は雌性配偶子形成の過程よりも環境ストレスに
感受性が高く､その結果雄性不稔を生じやすい｡しかし､花粉形成過程や雄性不稔に至る分子機構の詳
細に関してはほとんど明らかとなっていない｡そこで､押野健君はオオムギを用いて花粉形成過程にお
ける高温障害の発生機構を分子レベルで解明することを目的として博士課程における研究を展開した｡
その結果､オオムギにおける高温障害は減数分裂や荊壁細胞の崩壊などの花粉形成に重要な発生プログ
ラムが高温により様々な遺伝子の発現の変化を伴って早期に実行され､薪壁細胞での早期の細胞分裂の
停止と早期崩壊､花粉母細胞の減数分裂-の未成熟な段階での移行に起因しており､オーキシンの生合
成の低下がこれらの引き金になるという植物の高温障害に関する新たな知見を見出した｡また､これら
の知見から得られたオーキシンの散布により高温障害を克服できるという発見は､地球規模での温暖化
問題が想定されるなかで､持続的な食糧供給という立場からも大変､意義深い成果といえる｡
前半の遺伝子発現の変動に関する分子生物学的研究成果は､国際誌Molecular Genetics and
Genomics　2007, γol. 278, 3卜42に筆頭著者として発表するとともに､後半の高温は薪特異的なオー
キシンの生合成の低下を招くという新知見に関しては､現在､国際誌-の論文を投稿中である｡
以上の研究業績は､同君が､自立して研究活動を行うに必要な高度の研究能力と学識を有する
ことを示している｡したがって､同君の提出の論文は,博士(生命科学)の博士論文として合格
と認める｡
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